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　 　 摘要:观赏羽衣甘蓝凭借优良的观赏特性和抗逆性已经成为重要的冷季观赏植物ꎮ 国内观赏羽衣甘蓝育种起步较晚ꎬ并
且缺乏对种质资源遗传背景的系统研究ꎮ 本研究应用 ＳＳＲ 标记对不同类型的观赏羽衣甘蓝材料进行标记分型和亲缘关系分

析ꎮ 从 ９９ 对均匀分布于甘蓝基因组的 ＳＳＲ 引物中筛选出 ４６ 对多态性好的引物ꎬ对 ２７ 份不同类型的观赏羽衣甘蓝材料进行

标记分型ꎬ共扩增出 ２１０ 个多态性位点ꎬ平均 ＰＩＣ 值为 ０􀆰 ５８ꎮ 进一步利用标记分型结果进行 ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ 群体结构、ＵＰＧＭＡ
聚类和聚类热图分析ꎬ结果显示 ３ 种分析结果基本一致ꎬ可以将 ２７ 份材料分为圆叶、羽叶和皱叶 ３ 种类型ꎬ其中圆叶和羽叶类

型的亲缘关系更近ꎬ与皱叶类型的亲缘关系较远ꎻＳＴＲＵＣＴＵＲＥ 分析还可以将双亲为不同类型的杂交种材料进行区分ꎻ聚类热

图分析可以将标记分型结果形象的展示出来ꎮ 本研究为进一步建立观赏羽衣甘蓝分子指纹图谱ꎬ明确种质资源的遗传背景ꎬ
建立观赏羽衣甘蓝分子标记辅助选择育种体系ꎬ培育具有自主知识产权的新品种奠定基础ꎮ
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羽衣甘蓝(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｏｌｅｒａｃｅａ Ｌ. ｖａｒ. ａｃｅｐｈａｌａ ＤＣ. ꎻ
２ ｎ ＝１８)是十字花科芸薹属甘蓝种的一个变种ꎬ两年

生草本ꎬ叶形多样ꎬ叶色绚丽ꎬ营养丰富ꎬ既可用于城

市绿化ꎬ也是餐桌上的美食ꎬ具有赏食兼用的特点[１]ꎮ
其不仅观赏性佳ꎬ而且具有很强的抗寒耐冻性和耐旱

性ꎬ日本、英国、荷兰、德国和美国作为园林景观植物

培育和种植较多ꎬ近年来在我国华北、华东、华中以

及东北和西南地区作为冷季主要观赏植物也被广泛

应用ꎮ 观赏羽衣甘蓝原产于地中海和小亚细亚一

带ꎬ在甘蓝类作物中与野生甘蓝、结球甘蓝、紫甘蓝、
皱叶甘蓝、苤蓝和抱子甘蓝同属于欧洲西北部沿海

地区类群[２]ꎮ 观赏羽衣甘蓝在叶形叶色上变异丰

富ꎬ根据叶形可以分为皱叶(ｃｒｉｎｋｌｅ ｌｅａｆ)、圆叶(ｒｏｕｎｄ
ｌｅａｆ)和羽叶(ｌｅａｔｈｅｒ ｌｅａｆ)３ 种类型ꎻ从叶色来分ꎬ中心

显色叶有纯白、黄白、黄绿、粉红、淡紫红、玫瑰红、紫
红等ꎬ外叶叶色有翠绿色、深绿色、灰绿色、黄绿色等ꎮ

分子标记分型技术因具有不受环境影响、测试

周期短、供选择的标记数量多、可以进行高通量测序

分析的优势ꎬ已经广泛用于遗传多样性和亲缘关系

分析ꎬ新品种鉴定、种子纯度及品种真实性检测ꎬ分
子标记辅助育种等研究和应用中ꎮ ＳＳＲ 技术已广泛

应用于小麦[３]、马铃薯[４]、番茄[５]、油菜[６]、大白

菜[７]、甘蓝[８]等多种作物的标记分型、指纹图谱和

遗传图谱构建等研究中ꎮ
本研究应用引种的自交系、小孢子培养获得的

优良双单倍体(ＤＨꎬｄｏｕｂｌｅ ｈａｐｌｏｉｄ)纯系以及具有自

主知识产权的新品种等 ２７ 份不同类型观赏羽衣甘

蓝材料作为研究试材ꎬ利用 ＳＳＲ 标记进行标记分型

研究ꎬ为揭示不同类型观赏羽衣甘蓝的遗传关系、构
建观赏羽衣甘蓝分子指纹图谱奠定基础ꎬ为羽衣甘

蓝分子辅助育种提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

应用北京市农林科学院蔬菜研究中心生物技术

研究室引种的羽衣甘蓝自交系 ４ 份ꎬ通过小孢子培

养技术获得的 ＤＨ 系 １６ 份ꎬ一代杂交品种( Ｆ１ ) ７
份ꎬ共计 ２７ 份材料ꎮ 其中ꎬ皱叶类型材料 １０ 份ꎬ圆
叶类型材料 １０ 份ꎬ羽叶类型材料 ７ 份ꎻ红色材料 １３
份ꎬ白色材料 １３ 份ꎬ粉色材料 １ 份ꎮ 材料名称类型

等信息详见表 １ 和图 １ꎮ
将种子放于装有湿润滤纸的培养皿中催芽 ５ ~

６ ｄꎬ选取子叶和下胚轴ꎬ采用改良 ＣＴＡＢ 法提取样

品 ＤＮＡꎮ

表 １　 ２７ 份羽衣甘蓝材料

Ｔａｂｌｅ １　 ２７ ｏｒｎａｍｅｎｔａｌ ｋａｌｅ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｉｎ ｔｈｉｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ

编号

Ｎｏ.
名称

Ｎａｍｅ
来源

Ｓｏｕｒｃｅ
类型

Ｔｙｐｅ
表型

Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ

１ ０５￣ＤＨ￣４４ 小孢子培养

Ｍｉｃｒｏ ｓｐｏｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅ
双单倍体

Ｄｏｕｂｌｅ ｈａｐｌｏｉｄ(ＤＨ)
红色羽叶

Ｒｅｄ ｌｅａｔｈｅｒ ｌｅａｆ

２ ０６￣ＤＨ￣７７ 小孢子培养

Ｍｉｃｒｏ ｓｐｏｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅ
双单倍体

Ｄｏｕｂｌｅ ｈａｐｌｏｉｄ(ＤＨ)
白色羽叶

Ｗｈｉｔｅ ｌｅａｔｈｅｒ ｌｅａｆ

３ １１￣ＤＨ￣３１２ 小孢子培养

Ｍｉｃｒｏ ｓｐｏｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅ
双单倍体

Ｄｏｕｂｌｅ ｈａｐｌｏｉｄ(ＤＨ)
红色羽叶

Ｒｅｄ ｌｅａｔｈｅｒ ｌｅａｆ

４ ０５￣ＤＨ￣５１ 小孢子培养

Ｍｉｃｒｏ ｓｐｏｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅ
双单倍体

Ｄｏｕｂｌｅ ｈａｐｌｏｉｄ(ＤＨ)
红色圆叶

Ｒｅｄ ｒｏｕｎｄ ｌｅａｆ

５ ０７￣ＤＨ￣３３ 小孢子培养

Ｍｉｃｒｏ ｓｐｏｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅ
双单倍体

Ｄｏｕｂｌｅ ｈａｐｌｏｉｄ(ＤＨ)
白色皱叶

Ｗｈｉｔｅ ｃｒｉｎｋｌｅ ｌｅａｆ

６ Ｙ￣Ｊ￣１６２ 引种

Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
高代自交系

Ｓｅｌｆ￣ｌｉｎｅ
白色皱叶

Ｗｈｉｔｅ ｃｒｉｎｋｌｅ ｌｅａｆ

７ ０５￣ＤＨ￣６５ 小孢子培养

Ｍｉｃｒｏ ｓｐｏｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅ
双单倍体

Ｄｏｕｂｌｅ ｈａｐｌｏｉｄ(ＤＨ)
红色圆叶

Ｒｅｄ ｒｏｕｎｄ ｌｅａｆ
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表 １(续)

编号

Ｎｏ.
名称

Ｎａｍｅ
来源

Ｓｏｕｒｃｅ
类型

Ｔｙｐｅ
表型

Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ

８ ０７￣ＤＨ￣３４ 小孢子培养

Ｍｉｃｒｏ ｓｐｏｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅ
双单倍体

Ｄｏｕｂｌｅ ｈａｐｌｏｉｄ(ＤＨ)
白色圆叶

Ｗｈｉｔｅ ｒｏｕｎｄ ｌｅａｆ

９ Ｙ￣Ｊ￣１６４ 引种

Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
高代自交系

Ｓｅｌｆ￣ｌｉｎｅ
白色皱叶

Ｗｈｉｔｅ ｃｒｉｎｋｌｅ ｌｅａｆ

１０ ０５￣ＤＨ￣７２ 小孢子培养

Ｍｉｃｒｏ ｓｐｏｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅ
双单倍体

Ｄｏｕｂｌｅ ｈａｐｌｏｉｄ(ＤＨ)
白色圆叶

Ｗｈｉｔｅ ｒｏｕｎｄ ｌｅａｆ

１１ ０７￣７５ 引种

Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
高代自交系

Ｓｅｌｆ￣ｌｉｎｅ
白色皱叶

Ｗｈｉｔｅ ｃｒｉｎｋｌｅ ｌｅａｆ

１２ 京冠白 ４ 号

′Ｊｉｎｇｇｕａｎｂａｉ ４＃′

杂交种

Ｆ１ ｈｙｂｒｉｄ
商品种

Ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｖａｒｉｅｔｙ
白色皱叶

Ｗｈｉｔｅ ｃｒｉｎｋｌｅ ｌｅａｆ

１３ ０５￣ＤＨ￣１２６ 小孢子培养

Ｍｉｃｒｏ ｓｐｏｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅ
双单倍体

Ｄｏｕｂｌｅ ｈａｐｌｏｉｄ(ＤＨ)
红色皱叶

Ｒｅｄ ｃｒｉｎｋｌｅ ｌｅａｆ

１４ １０￣ＤＨ￣５８ 小孢子培养

Ｍｉｃｒｏ ｓｐｏｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅ
双单倍体

Ｄｏｕｂｌｅ ｈａｐｌｏｉｄ(ＤＨ)
白色圆叶

Ｗｈｉｔｅ ｒｏｕｎｄ ｌｅａｆ

１５ 京冠红 ６ 号

′Ｊｉｎｇｇｕａｎｈｏｎｇ ６＃′

杂交种

Ｆ１ ｈｙｂｒｉｄ
商品种

Ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｖａｒｉｅｔｙ
红色皱叶

Ｒｅｄ ｃｒｉｎｋｌｅ ｌｅａｆ

１６ ０６￣ＤＨ￣６２ 小孢子培养

Ｍｉｃｒｏ ｓｐｏｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅ
双单倍体

Ｄｏｕｂｌｅ ｈａｐｌｏｉｄ(ＤＨ)
红色圆叶

Ｒｅｄ ｒｏｕｎｄ ｌｅａｆ

１７ １０￣ＤＨ￣６４ 小孢子培养

Ｍｉｃｒｏ ｓｐｏｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅ
双单倍体

Ｄｏｕｂｌｅ ｈａｐｌｏｉｄ(ＤＨ)
白色圆叶

Ｗｈｉｔｅ ｒｏｕｎｄ ｌｅａｆ

１８ 京莲白 ３ 号

′Ｊｉｎｇｌｉａｎｂａｉ ３＃′

杂交种

Ｆ１ ｈｙｂｒｉｄ
商品种

Ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｖａｒｉｅｔｙ
白色圆叶

Ｗｈｉｔｅ ｒｏｕｎｄ ｌｅａｆ

１９ ０６￣ＤＨ￣７１ 小孢子培养

Ｍｉｃｒｏ ｓｐｏｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅ
双单倍体

Ｄｏｕｂｌｅ ｈａｐｌｏｉｄ(ＤＨ)
白色羽叶

Ｗｈｉｔｅ ｌｅａｔｈｅｒ ｌｅａｆ

２０ １０￣ＤＨ￣１０５ 小孢子培养

Ｍｉｃｒｏ ｓｐｏｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅ
双单倍体

Ｄｏｕｂｌｅ ｈａｐｌｏｉｄ(ＤＨ)
红色皱叶

Ｒｅｄ ｃｒｉｎｋｌｅ ｌｅａｆ

２１ 京莲红 ２ 号

′Ｊｉｎｇｌｉａｎｈｏｎｇ ２＃′

杂交种

Ｆ１ ｈｙｂｒｉｄ
商品种

Ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｖａｒｉｅｔｙ
红色圆叶

Ｒｅｄ ｒｏｕｎｄ ｌｅａｆ

２２ ０６￣ＤＨ￣７６ 小孢子培养

Ｍｉｃｒｏ ｓｐｏｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅ
双单倍体

Ｄｏｕｂｌｅ ｈａｐｌｏｉｄ(ＤＨ)
白色圆叶

Ｗｈｉｔｅ ｒｏｕｎｄ ｌｅａｆ

２３ １０￣ＤＨ￣１２３ 小孢子培养

Ｍｉｃｒｏ ｓｐｏｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅ
双单倍体

Ｄｏｕｂｌｅ ｈａｐｌｏｉｄ(ＤＨ)
红色皱叶

Ｒｅｄ ｃｒｉｎｋｌｅ ｌｅａｆ

２４ 京羽红 ２ 号

′Ｊｉｎｇｙｕｈｏｎｇ ２＃′

杂交种

Ｆ１ ｈｙｂｒｉｄ
商品种

Ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｖａｒｉｅｔｙ
红色羽叶

Ｒｅｄ ｌｅａｔｈｅｒ ｌｅａｆ

２５ 京羽红 ４ 号

′Ｊｉｎｇｙｕｈｏｎｇ ４＃′

杂交种

Ｆ１ ｈｙｂｒｉｄ
商品种

Ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｖａｒｉｅｔｙ
红色羽叶

Ｒｅｄ ｌｅａｔｈｅｒ ｌｅａｆ

２６ 京羽粉 ２ 号

′Ｊｉｎｇｙｕｆｅｎ ２＃′

杂交种

Ｆ１ ｈｙｂｒｉｄ
商品种

Ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｖａｒｉｅｔｙ
粉色羽叶

Ｐｉｎｋ ｌｅａｔｈｅｒ ｌｅａｆ

２７ 引种皱红

Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｅｄ ｒｅｄ ｃｒｉｎｋｌｅ ｌｅａｆ
引种

Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
高代自交系

Ｓｅｌｆ￣ｌｉｎｅ
红色皱叶

Ｒｅｄ ｃｒｉｎｋｌｅ ｌｅａｆ

品种名称加粗显示的材料为用于引物筛选的材料

Ｔｈｅ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｗｈｏｓｅ ｎａｍｅｓ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｂｏｌｄ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｍａｒｋｅｒｓ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ
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图片编号与表 １ 中材料编号一致

Ｔｈｅ Ｎｏ. ｏｎ ｐｉｃｔｕｒｅｓ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ Ｎｏ. ｏｆ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｉｎ ｔａｂｌｅ １

图 １　 ２７ 份羽衣甘蓝显色期照片

Ｆｉｇ. １　 Ｔｈｅ ｐｈｏｔｏｓ ｏｆ ｔｈｅ ２７ ｏｒｎａｍｅｎｔａｌ ｋａｌｅｓ ｏｎ ｃｏｌｏｒｅｄ ｐｅｒｉｏｄ

１􀆰 ２　 ＳＳＲ 标记分型

本试验的 ＳＳＲ 引物来自 Ｗ. Ｘ. Ｗａｎｇ 等[９]２０１２
年发表的甘蓝遗传连锁图谱ꎬ共选用了在基因组上

均匀分布的 ９９ 对引物ꎬ平均每条染色体上 １１ 对ꎬ由
北京擎科新业生物技术有限公司(ＴｓｉｎｇＫｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏꎬ. Ｌｔｄ. )合成ꎮ

ＰＣＲ 反应采用 １５ μＬ 反应体系ꎬ其中包括模板

ＤＮＡ ( １０ ｎｇ / μＬ ) ５ μＬꎬ １０ × Ｂｕｆｆｅｒ ( 含 ＭｇＣｌ２
１５ ｍｍｏｌ / Ｌ)１􀆰 ５ μＬꎬｄＮＴＰ(２􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ｅａｃｈ)１􀆰 ３ μＬꎬ
上下游引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)各 ０􀆰 ５ μＬꎬＴａｑ 酶(５ Ｕ / μＬ)
０􀆰 ２ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ６ μＬꎬ所用试剂均购自北京全式金生

物技术有限公司(ＴｒａｎｓＧｅｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ Ｃｏꎬ. Ｌｔｄ. )ꎮ
ＰＣＲ 反应程序为 ９４ ℃预变性 ４ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性

３０ ｓꎬ６０ ℃ 退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃ 延伸 ４５ ｓꎬ３５ 个循环ꎻ
７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎꎻ４ ℃保存ꎮ

应用 ６％ (２９∶ １)的聚丙烯酰胺凝胶进行标记分

离ꎬ电泳设定 １６０ Ｖ 恒压 ２ ｈꎬ电泳完成后ꎬ采用快速

银染法[１０]对凝胶进行染色显影和拍照统计ꎮ

先选用 ６ 份不同类型的材料(在表 １ 中加粗显

示)进行标记筛选ꎬ选择至少在 ２ 份材料中存在多

态性的标记用于 ２７ 份羽衣甘蓝材料的标记分型

研究ꎮ
１􀆰 ３　 ＳＳＲ 标记统计与数据分析

先确定某个位点的等位变异数ꎬ统计同一材

料某个等位变异的有无ꎬ在相同迁移率位置上ꎬ有
带记为 １ꎬ无带记为 ０ꎬ缺失记为 ９ 或 － ９９９ꎮ 为保

证数据准确、可靠ꎬ每块胶板均由 ２ 人独立记录ꎬ
然后比对ꎬ不清楚的条带和有争议的数据均作为

缺失处理ꎮ
利用记录结果计算各个引物多态性信息含量

(ＰＩＣꎬｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔ)ꎮ ＰＩＣ ＝ １ －
∑(Ｐｉ) ２ꎬ其中 Ｐｉ为群体中含有第 ｉ 个等位位点的频

率ꎮ 引物多态性信息含量主要用来说明引物多态性

高低[１１]ꎮ
应用 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｖ２􀆰 ３. ４ 软件[１２]ꎬ对 ２７ 份羽衣甘

蓝材料进行群体结构聚类分析ꎮ 每次运行 ＭＣＭＣ
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(Ｍａｒｋｏｖ Ｃｈａｉｎ Ｍｏｎｔｅ Ｃａｒｌｏ) 开始时不作数迭代

(ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｂｕｒｎ￣ｉｎ ｐｅｒｉｏｄ)数设定为 １００００ꎬ再将不作

数迭代后的重复次数设定为 １０００００ 次ꎮ 选择等位

基因频率相关模型ꎮ 设定亚群数目为 ２ ~ １０ꎬ每个

Ｋ 值重复运行 ３ 次[１３]ꎮ
应用 ＮＴＳＹＳｐｃ２􀆰 １１ 软件采用 ＵＰＧＭＡ 进行聚类

分析ꎬ计算遗传相似系数ꎬ根据遗传相似系数生成聚

类图ꎮ
应用 Ｒ 语言利用各标记在不同材料中统计的

０、１ 数据进行聚类热图分析ꎬ根据标记分析结果对

材料进行聚类ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 引物筛选与多态性分析

利用 ０５￣ＤＨ￣６５ (红色圆叶)、 ０７￣７５ (白色皱

叶)、１０￣ＤＨ￣１０５(红色皱叶)、Ｙ￣Ｊ￣１６４(白色皱叶)、
０５￣ＤＨ￣１２６(红色皱叶)、１０￣ＤＨ￣５８(白色圆叶)等 ６
份材料(表 １ 中名称加粗显示材料)对 ９９ 对 ＳＳＲ 引

物进行多态性筛选ꎬ共筛选出材料间带型差异较大、
条带清楚、易识别、并可以稳定扩增的 ４６ 对(表 ２)ꎬ
用于 ２７ 份观赏甘蓝材料的标记扩增和分型研究ꎬ部
分引物筛选扩增如图 ２ 所示ꎮ

表 ２　 筛选出的 ４６ 对引物在染色体上的分布、扩增位点数和多态性信息含量

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓꎬｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｌｏｃｉ ａｎｄ ＰＩＣ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ４６ ｐａｉｒｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

标记编号

Ｍａｒｋｅｒ Ｎｏ.
标记名称

Ｍａｒｋｅｒ ｎａｍｅ
染色体

Ｃｈｒ.
位点数

Ｌｏｃｉ Ｎｏ.
多态性信息含量

ＰＩＣ
标记编号

Ｍａｒｋｅｒ Ｎｏ.
标记名称

Ｍａｒｋｅｒ ｎａｍｅ
染色体

Ｃｈｒ.
位点数

Ｌｏｃｉ Ｎｏ.
多态性信息含量

ＰＩＣ

ＢｏＳ０１￣３ ＢｒＢＡＣ００４ Ｃ０１ ２ ０􀆰 ２０４ ＢｏＳ０５￣１２ ＢｏＳＦ２３９０ Ｃ０５ ７ ０􀆰 ７７８

ＢｏＳ０１￣４ ＢｒＳＦ２５７ Ｃ０１ ３ ０􀆰 ３９７ ＢｏＳ０６￣１ ＢｏＳＦ２７９１ Ｃ０６ ２ ０􀆰 ３７５

Ｂｏｓ０１￣５ ＣＢ１０３６９ Ｃ０１ ５ ０􀆰 ７４３ ＢｏＳ０６￣５ ＢｏＥ５６９ Ｃ０６ ８ ０􀆰 ８１３
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图 ２　 部分多态性 ＳＳＲ 引物筛选扩增结果

Ｆｉｇ. ２　 Ｓｏｍｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒｓ

４６ 对多态性 ＳＳＲ 引物在甘蓝 ９ 条染色体上分

布较为均匀ꎬ最多的为 Ｃ０８ 染色体 ８ 对ꎬ最少的为

Ｃ０２ 和 Ｃ０７ 只有 ２ 对ꎮ ４６ 对 ＳＳＲ 引物在 ２７ 份观

赏羽衣甘蓝材料中共扩增出 ２１０ 条多态性条带ꎬ
平均每对引物多态性条带 ４􀆰 ６ 条ꎬ最少的 ２ 条ꎬ最
多的 １２ 条ꎮ ４６ 对引物的多态信息含量(ＰＩＣ)的变

化范围是 ０􀆰 ０７１ ~ ０􀆰 ９２４ꎬ平均 ＰＩＣ 为 ０􀆰 ５８(表 ２)ꎮ
Ｄ. Ｂｏｔｓｔｅｉｎ 等[１４]首先提出了衡量基因变异程度高

低的多态性信息量指标ꎬ当 ＰＩＣ≥０􀆰 ５ 时ꎬ该引物

为高度多态性信息引物ꎬ当 ０􀆰 ２５≤ＰＩＣ < ０􀆰 ５ 时为

中度多态性信息引物ꎬ当 ＰＩＣ < ０􀆰 ２５ 时为低度多

态性信息引物ꎮ ４６ 对引物中 ２９ 对引物 ＰＩＣ≥０􀆰 ５ꎬ
１５ 对引物 ０􀆰 ２５≤ＰＩＣ < ０􀆰 ５ꎬ２ 对引物 ＰＩＣ < ０􀆰 ２５ꎬ
引物多态性较好ꎬ可以用于 ＳＳＲ 标记分型研究ꎮ
图 ３ 为引物 ＢｏＳ０３￣６ 在 ２７ 份观赏羽衣甘蓝材料中

的扩增结果ꎮ

图 ３　 引物 ＢｏＳ０３￣６ 在 ２７ 份观赏羽衣甘蓝材料中的扩增胶图

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｔｈｅ ｇｅｌ ｐｉｃｔｕｒｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ ＢｏＳ０３￣６ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ２７ ｏｒｎａｍｅｎｔａｌ ｋａｌｅｓ

２􀆰 ２　 ２７ 份羽衣甘蓝群体结构分析

利用筛选出来的 ４６ 对 ＳＳＲ 引物在 ２７ 份观赏羽

衣甘蓝材料中的扩增结果进行 ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ 群体结

构分析ꎮ 分析结果显示ꎬ在 Ｋ ＝ ４ 时 ΔＫ 值最大ꎬ其
次为 Ｋ ＝３ꎻＫ >４ 时 ΔＫ 值迅速降低(图 ４)ꎮ 因此软

件分析结果建议将 ２７ 份材料分为 ４ 类[１３]ꎬ本研究

对 Ｋ ＝２、３、４ 的分类结果进行分析ꎬ研究分为 ２ 类、
３ 类和 ４ 类的分类情况ꎮ Ｋ ＝ ２ꎬ即将群体分为 ２ 类

时ꎬ羽叶类型材料和圆叶类型材料聚为一类ꎬ皱叶类

型材料聚为另一类(图 ５Ａ)ꎬ这说明羽叶和圆叶类

型材料亲缘关系相对较近ꎮ 当 Ｋ ＝３ꎬ即将群体分为

３ 类时ꎬ圆叶、羽叶和皱叶类型材料分别单独聚为一

类ꎮ 而且从材料的遗传构成上可以将不同类型间的

杂交种区分出来ꎬ如京羽红 ２ 号(编号为 ２４)和京羽

粉 ２ 号(编号为 ２６)为 ２ 份宽羽类型材料ꎬ它们均由

圆叶和羽叶类型 ＤＨ 材料杂交获得(图 ５Ｂ) ꎮ 当
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图 ４　 ΔＫ 随着亚群数目 Ｋ 的变化

Ｆｉｇ. ４　 ΔＫ ｐｌｏｔｔｅｄ ａｇａｉｎｓｔ ｓｕｂｇｒｏｕｐ ｎｕｍｂｅｒ Ｋ
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Ａ:Ｋ ＝ ２ꎬＢ:Ｋ ＝ ３ꎬＣ:Ｋ ＝ ４

图 ５　 Ｋ ＝２、３、４ 时 ２７ 份观赏羽衣甘蓝材料群体结构图

Ｆｉｇ. ５　 Ｔｈｅ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｂａｒ ｐｌｏｔ ｏｆ ２７ ｏｒｎａｍｅｎｔａｌ ｋａｌｅｓ ｗｈｅｎ Ｋ ＝２ꎬ３ꎬ４

Ｋ ＝４ 时ꎬ２ 份红色圆叶类型材料 ０５￣ＤＨ￣６５(编号为

７)和 ０６￣ＤＨ￣６２(编号为 １６)单独分为一类ꎬ剩余的

圆叶类型和 ２ 份宽羽杂交种分为一类ꎬ皱叶类型单

独分为一类ꎬ羽叶类型分为一类ꎮ 这说明 ２ 份红色

圆叶材料可能和其他圆叶材料亲缘关系相对较远

(图 ５Ｃ)ꎮ 根据 ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ 群体结构分析ꎬ４６ 对

ＳＳＲ 引物能够将 ２７ 份羽衣甘蓝材料进行很好区分ꎬ
遗传结构分类和表型特征基本一致ꎮ
２􀆰 ３　 ２７ 份羽衣甘蓝 ＳＳＲ 聚类分析

根据 ＳＳＲ 引物标记分型结果建立数据矩阵后

用 ＮＴＳＹＳｐｃ２􀆰 １１ 软件计算 ２７ 份不同类型观赏羽衣

甘蓝间的遗传相似系数ꎬ应用 ＵＰＧＭＡ 法进行聚类

分析得到 ２７ 份观赏羽衣甘蓝材料的聚类分析树状

图(图 ６)ꎮ 在相似系数 ０􀆰 ５２ 处ꎬ可以将 ２７ 份观赏

羽衣甘蓝材料分为 ２ 类ꎬ其中圆叶和羽叶类型材料

分为一类ꎬ皱叶类型材料单独分为一类ꎮ 在相似系

数 ０􀆰 ５７ 处ꎬ２７ 份材料份为 ３ 类ꎬ羽叶、圆叶和皱叶

类型各分为一类ꎮ 聚类分析结果基本与 ＳＴＲＵＣ￣
ＴＵＲＥ 分析结果一致ꎬ４６ 对 ＳＳＲ 引物可以根据材

料的叶形对 ２７ 份观赏甘蓝材料进行很好的分类ꎬ
羽叶和圆叶类型材料相对于皱叶类型具有更近的

亲缘关系ꎮ
２􀆰 ４　 ２７ 份羽衣甘蓝 ＳＳＲ 标记聚类热图分析

根据 ４６ 对 ＳＳＲ 引物对 ２７ 份观赏羽衣甘蓝材料

标记分型统计的 ０、１ 数据ꎬ应用 Ｒ 语言进行聚类热

图分析ꎮ 图 ７ 显示ꎬ有条带即 １ 用红色表示ꎬ没有条

带即 ０ 用蓝色表示ꎮ 根据 ０、１ 分型结果首先分为两

大类ꎬ第一大类全部为皱叶类型ꎬ第二大类又分为圆

叶类型和羽叶类型 ２ 类(图 ７)ꎮ 聚类热图分析结果

与 ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ 和 ＵＰＧＭＡ 聚类分析结果相吻合ꎬ
说明圆叶和羽叶类型具有更近的亲缘关系ꎬ也进一

步印证了标记分型结果的准确性ꎮ 聚类热图可以将

标记分型的结果直观的展示出来ꎬ可进一步用于羽

衣甘蓝指纹图谱分析ꎮ

５５３
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图 ６　 基于 ＳＳＲ 分析的 ２７ 份观赏羽衣甘蓝类材料聚类树状图

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｔｈｅ ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ ２７ ｏｒｎａｍｅｎｔａｌ ｋａｌｅｓ ｂｙ ＵＰＧＭＡ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＳＳＲ ｍａｒｋｅｒｓ

图 ７　 ２７ 份羽衣甘蓝 ＳＳＲ 标记分型聚类热图

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｔｈｅ ｈｅａｔ ｍａｐ ｏｆ ２７ ｏｒｎａｍｅｎｔａｌ ｋａｌｅ ＳＳＲ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ
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３　 讨论

３􀆰 １　 羽衣甘蓝亲缘关系研究的重要意义

羽衣甘蓝为甘蓝种的散叶变种ꎬ原产地中海和小

亚细亚一带ꎬ为典型的异花授粉植物ꎬ杂种优势明显ꎬ
且多为自交不亲和系[１５]ꎬ商品种均为 Ｆ１杂交种ꎮ 国

外羽衣甘蓝品种选育多为商业育种ꎬ日本为羽衣甘蓝

的主要育种国ꎬ近 ２０ 年来已经培育出 ４０ 多个品种ꎮ
我国观赏羽衣甘蓝育种工作起步较晚ꎬ引种栽培始于

２０ 世纪 ９０ 年代ꎬ近年来通过基于游离小孢子培养的

育种技术ꎬ加快了育种进程ꎬ也获得了一批观赏性

佳、抗逆性好的优良品种ꎮ 目前关于观赏甘蓝的研

究主要集中在引种栽培[１６￣１７]、离体培养[１８]、小孢子

诱导[１９]及主要观赏性状的遗传传递趋势[２０￣２１] 等方

面ꎮ 观赏羽衣甘蓝的株型、叶形和叶色丰富ꎬ多样性

高ꎬ研究其及近缘物种的亲缘关系和遗传多样性对

资源评价和创制ꎬ以及新品种培育具有重要意义ꎮ
３􀆰 ２　 ＳＳＲ 标记分型准确体现羽衣甘蓝的遗传关系

Ｅ. Ｍａｒｇａｌé 等[２２] 利用 ＲＡＰＤ 标记对 ２４ 份花椰

菜、２４ 份甘蓝和 ４８ 份羽衣甘蓝进行了遗传变异性

分析ꎬ研究发现羽衣甘蓝可能由于大量的遗传交换

导致连续的多样性ꎬ形成了一个同质性的群体ꎮ Ａ.
Ｏｋｕｍｕｓ 等[２３]应用 ７ 对 ＲＡＰＤ 引物对土耳其黑海地

区的 ２０ 个羽衣甘蓝群体进行了遗传多样性分析ꎬ通
过 ＵＰＧＭＡ 聚类将其分为 ３ 个主要的类群和 ４ 个亚

群ꎬ并与表型分类进行了比较ꎬ发现部分表型与遗传

聚类的结果不一致ꎬ认为表型具有一定的局限性ꎮ
张丽娜[２１]研究了羽衣甘蓝叶形和叶色的遗传规律ꎬ
并应用 ＲＡＰＤ 标记分析了 １４ 个品种间的亲缘关系ꎮ
张瑜等[２４]对 ７ 份白色观赏羽衣甘蓝菜材料进行表

型和 ＳＲＡＰ 标记遗传相似性分析ꎬ农艺性状和 ＳＲＡＰ
标记聚类分析结果基本一致ꎬ分为皱叶和圆叶两大

类群ꎮ 刘滢等[２５] 应用 ＲＡＰＤ 标记对羽衣甘蓝新品

种的亲缘关系进行了聚类分析ꎬ研究结果显示叶形

是决定亲缘关系的首要因素ꎬ羽叶与圆叶品种间亲

缘关系较近ꎬ与皱叶品种间亲缘关系较远ꎬ而皱叶品

种内部遗传距离也较远ꎮ 祝朋芳等[２６] 通过测定 ２４
个营养性状和 １１ 个生殖性状对 ２５ 份羽衣甘蓝材料

进行 ＵＰＧＭＡ 分类ꎬ研究结果认为叶型是决定亲缘

关系远近的第一要素ꎬ其次为叶色ꎻ皱叶与裂叶的亲

缘关系相对较近ꎬ裂皱叶与其他 ３ 种叶型的亲缘关

系较远ꎮ 这些羽衣甘蓝亲缘关系与遗传多样性研究

均基于形态学标记和 ＲＡＰＤ、ＳＲＡＰ 等分子标记ꎮ 植

物的表型除了遗传决定也在很大程度上受到生长环

境等外界因素的影响ꎬ形态学标记虽然简单直观、经
济方便ꎬ但是其多态性差、标记数目少ꎬ而且受环境

影响很大ꎬ存在着基因表达、调控、个体发育等复杂

的中间环节ꎬ是生物多样性的间接的表型反映ꎮ
ＲＡＰＤ 和 ＳＲＡＰ 分子标记均采用通用型简并引物ꎬ
扩增产物稳定性较差ꎬ存在一定的假阳性ꎮ ＳＳＲ 为

序列特异性引物标记ꎬ具有多态性好以及共显性的

特点ꎮ 本研究应用相对均匀分布于甘蓝基因组的

４６ 对 ＳＳＲ 标记ꎬ对不同类型的 ２７ 份观赏羽衣甘蓝

材料进行遗传关系分析ꎮ ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ 群体结构、
ＵＰＧＭＡ 聚类分析和聚类热图分析均可以将 ２７ 份观

赏羽衣甘蓝材料分为圆叶类型、羽叶类型和皱叶类

型 ３ 类ꎬ 而且圆叶和羽叶类型亲缘关系更近ꎬ
ＳＴＲＵＣＴＲＥ 分析还可以将亲本为不同类型的杂交种

鉴定出来ꎮ 这与刘滢等[２５] 应用 ＲＡＰＤ 标记分析的

结果一致ꎬ与祝朋芳等[２６]利用形态学标记分析的结

果不一致ꎬ这说明利用分子标记进行遗传关系研究

更加准确与稳定可靠ꎮ
本研究应用 ＳＳＲ 分子标记对 ２７ 份不同类型的

观赏羽衣甘蓝材料进行标记分型和遗传关系研究ꎬ
为建立羽衣甘蓝分子指纹图谱ꎬ了解种质资源的遗

传背景和遗传多样性奠定基础ꎬ为分子标记辅助育

种提供理论依据ꎮ
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